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_Resumo
A tecnologia de sequenciação de nova geração (NGS) permite uma análise 
genética do vírus da gripe muito mais profunda, quando comparada com 
a sequenciação pelo método de Sanger, pois permite a análise do genoma 
viral completo (e não apenas do gene da hemaglutinina). O presente estudo 
teve como objectivo realizar a análise f i logenética e mutacional do vírus 
da gripe A(H3) de forma a pesquisar possíveis marcadores genéticos e pa-
drões de recombinação que estejam relacionados com a efectividade vaci-
nal. Foram obtidas sequências do genoma completo para 179 vírus A(H3), 
detectados em casos de síndroma gripal no âmbito do projecto EuroEVA/I-
MOVE+ durante duas épocas de gripe: 2016/2017 e 2017/2018. Dos vírus 
sequenciados, 28 pertenciam a vírus de casos vacinados (15,6%). Destes, 
apenas 16 apresentaram mutações não encontradas em casos não vacina-
dos, no entanto, todas elas emergiram de forma esporádica. Foi revelada 
a existência de recombinação genómica intrasubtípica, e identif icados 4 
per f is distintos de recombinação. O grupo em que todos os segmentos ge-
nómicos são semelhantes a A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 foi o que 
registou uma maior percentagem de falhas da vacina (20,3%).
_Abstract
Next-generat ion sequencing technology al low a much deeper genetic 
analysis of inf luenza vi rus compar ing to Sanger sequencing, s ince al lows 
a whole genome analysis instead of a HA-based one. The present study 
aimed to per form phylogenetic and mutat ional analysis of inf luenza A(H3) 
vi ruses in order to search for putat ive genetic markers, as wel l as re-
assor tment pat terns re lated with vaccine ef fect iveness. Were obtained 
whole genome sequences for 179 inf luenza A(H3) vi ruses, detected in ILI 
cases in the scope of EuroEVA/I-MOVE+ project dur ing 2 winter seasons: 
2016/2017 and 2017/2018. From sequenced vi ruses, 28 were f rom vacci-
nated cases (15.6%). From these, 16 presented mutat ions, not found in 
vi ruses from non-vaccinated cases, however, these mutat ions have emer-
ged sporadical ly. Were identi f ied four di f ferent pat terns of intrasubtype 
reassor tment. The group with an A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016-l ike 
prof i le included a higher percentage of vaccine fa i lures (20.3%). 
_Introdução
As técnicas de sequenciação de nova geração (NGS, na sigla 
em inglês) são usadas ainda de uma forma incipiente na vigi-
lância epidemiológica da gripe. Quebrando barreiras de ordem 
técnica e económica inerentes à sequenciação pelo método 
de Sanger, a NGS facilita a sequenciação do genoma viral 
completo. Além da caracterização genética, esta abordagem 
permite também a detecção de eventos de recombinação ge-
nómica, de marcadores de resistência, de virulência, variantes 
minoritárias, variabilidade intra-hospedeiro, entre outros. 
Vários fatores (relacionados, por exemplo, com o vírus influen-
za e/ou com o hospedeiro, ou com a toma da vacina antigripal 
e a sua constituição) podem contribuir para baixas/moderadas 
estimativas da efectividade da vacina antigripal em épocas 
onde o vírus A(H3) é predominante (1). No que respeita às 
características do vírus da gripe, uma das questões que nor-
malmente se coloca é se existe(m) e qual(quais) a(s) causa(s) 
genética(s) e/ou antigénica(s) que justifique(m) a falha da 
vacina antigripal.
_Objetivo
Este estudo tem como objetivo a análise do genoma completo 
do vírus da gripe de forma a pesquisar a associação entre carac-
terísticas genéticas do vírus (mutações pontuais, padrões de re-
combinação) e as falhas da vacina antigripal, ou seja, indivíduos 
vacinados e que foram infetados pelo vírus da gripe A(H3).
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Exsudados da nasofaringe foram colhidos em casos de sín-
droma gripal aquando de consulta em cuidados de saúde 
primários no âmbito do projecto EuroEVA/I-MOVE+, durante 
duas épocas de gripe: 2016/2017 e 2017/2018. Além dos 
dados clínicos e epidemiológicos, foi recolhida a informação 
sobre a toma da vacina. Após extracção de RNA e amplif ica-
ção do genoma viral por PCR (2), foi sequenciado por NGS o 
genoma completo de 179 vírus da gripe do subtipo A(H3): 163 
da época 2016/2017 e 16 de 2017/2018. A sequenciação por 
NGS foi realizada na plataforma MiSeq (Illumina) e a análise 
bioinformática das leituras obtidas na plataforma online INSa-
-FLU (3) (https://insaflu.insa.pt/ ) com uma cobertura média de 
1075x. As sequências consensus foram adicionalmente anali-
sadas com o programa MEGA 7 (4). Para testar a associação 
entre os perfis de recombinação e a falha vacinal foi usado o 
teste exato de Fisher (o nível de significância foi estabelecido 
em 5%).
_Resultados
Caracterização genética do virus da gripe pré-NGS
Antes de o Laboratório Nacional de Referência para o Vírus 
da Gripe e Outros Vírus Respiratórios do Departamento de 
Doenças Infeciosas do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ri-
cardo Jorge ter implementado a NGS na vigilância laboratorial 
da gripe, a caracterização dos vírus da gripe era realizada es-
sencialmente através da sequenciação da subunidade HA1 do 
gene da hemaglutinina (este procedimento ainda hoje é utiliza-
do quando é necessária uma caracterização genética urgente 
de poucas amostras virais).
Os vírus da gripe A(H3) estudados agruparam-se em 5 dife-
rentes subgrupos genéticos, segundo classif icação baseada 
no gene da hemaglutinina (5) (tabela 1 e figura 1). 
A maioria (44,1%) pertenceu ao subgrupo genético 3C.2a1, 
que circulou em 2016/2017 e que é representado pela estir-
pe vacinal 2018/2019 A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (6), 
e apresentou as substituições N171K, situada em local anti-
génico (la), I406V e G484E. A maior parte dos vírus 3C.2a1 
apresentou também a substituição R142G (la). No subgrupo 
3C.2a1 registaram-se 15,2% de casos de falha da vacina an-
tigripal.
Dentro do subgrupo 3C.2a1 insere-se o subgrupo 3C.2a1b 
(representado por A/England/74560298/2017) que inclui 
23,5% (42/179) dos vírus A(H3) analisados. Além das substi-
tuições atrás mencionadas para os vírus 3C.2a1, estes vírus 
incorporaram as substituições K92R, N121K e H311Q (todas 
em locais antigénicos). As falhas da vacina constituíram 19% 
(8/42) dos vírus neste subgrupo (tabela 1).
Um subgrupo que também atingiu uma grande expressão 
foi o 3C.2a3, ao qual pertenciam 25,7% (46/179) dos vírus 
A(H3). Os vírus deste subgrupo detetado em 2016/2017 e re-
presentado pela estirpe A/Norway/4849/2016, apresentaram 
as substituições N121K (la) e S144K (la). Neste subgrupo os 
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Tabela 1: Subgrupos genét icos do vírus A(H3) em 179 doentes com 
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casos vacinados totalizaram 15,2% (12/79). Foram ainda ca-
racterizados 3 vírus (1,7%; 3/179) como pertencentes ao sub-
grupo 3C.2a, representado pela estirpe vacinal 2017/2018 
A/Hong Kong/4801/2014 (7). Estes vírus apresentavam as 
substituições T131K (la) e R142K (la). Uma vez que um dos 
vírus era proveniente de um caso vacinado, a proporção de 
falhas da vacina neste subgrupo foi de 33,3% (1/3).
Além das 2 substituições anteriores, os vírus do subgrupo 
3C.2a2 apresentaram adicionalmente a substituição R261Q 
( la). No conjunto das 2 épocas, os vírus 3C.2a2 constituíram 
apenas 5% (9/179) dos vírus analisados, no entanto, estes 
foram os predominantes em circulação na época 2017/2018. 
Não foram registadas falhas da vacina no grupo dos vírus 
3C.2a2 sequenciados.
Na totalidade dos vírus A(H3) sequenciados, 15,6% (28/179) 
correspondiam a casos vacinados. Ao analisar a hemaglutini-
na destes vírus verif icámos a existência de 8 substituições em 
7 vírus que não foram encontradas em vírus dos casos não 
vacinados: G5R, S46F, S124I, N126D, F193S, I230L, D408N e 
L531S. No entanto qualquer uma destas substituições foi es-
porádica, ou seja, foram observadas apenas num vírus. 
Caracterização genética do virus da gripe pós-NGS
A implementação da NGS na vigilância da gripe veio alargar e 
aprofundar a caracterização genética do vírus da gripe pois per-
mite a sequenciação do genoma viral completo, para um maior 
número de vírus e de uma forma mais rápida e económica.
Os genomas completos dos 179 vírus A(H3) em análise foram 
monitorizados quanto à existência de possíveis marcadores 
moleculares associados aos casos de falha vacinal. A tabela_2 
mostra-nos as substituições encontradas em todos os seg-
mentos genómicos de vírus detetados em casos vacinados. 
Podemos verificar que as substituições não são comuns aos 
vírus estudados. Além disso, no nosso estudo, 12 dos vírus 
detetados em casos vacinados foram geneticamente idênti-
cos, à escala do genoma, a outros vírus detetados em casos 
não vacinados. 





Figura 1: Filogenia dos vírus da gripe A(H3) em estudo 
(n=179), baseada no gene da hemaglut inina. 
Árvore filogenética obtida pelo 
método Neighbour-Joining se-
gundo o modelo K-2 parameter 
de distâncias evolutivas com 
1000 réplicas de bootstrap. Para 
uma visualização mais cómoda, 
foram comprimidos os subgru-
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A plataforma INSaFLU permite aferir da maior semelhança ge-
nética entre segmentos genómicos dos vírus analisados e de 
estirpes de referência de diferentes subgrupos disponíveis. 
Comparando cada segmento viral com o genoma de estirpes 
representativas de dois grandes subgrupos genéticos (o sub-
grupo 3C.2a, representado pela estirpe vacinal 2017/2018 
A/Hong Kong/4801/2014, e o subgrupo 3C.2a1, representa-
do pela estirpe vacinal 2018/2019 A/Singapore/INFIMH-16-
0019/2016), foi possível revelar quatro diferentes perfis de 
recombinação intrasubtípica existente nos vírus A(H3) em es-
tudo (tabela 3 ).
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Tabela 2: Substituições de aminoácidos em relação à estirpe vacinal 2017/2018 (A/Hong Kong/4801/2014), presentes em 
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O per f i l de recombinação mais frequente (69/179; 38,5%) foi 
aquele em que todos os segmentos genómicos mostraram 
ser mais próximos geneticamente do subgrupo 3C.2a1. Este 
foi também o per f i l que incluiu mais casos de falhas da vaci-
na (14/69; 20,3%). 
O segundo per f i l, onde a proteína da matriz é “3C.2a-l ike” e 
os restantes genes são “3C.2a1-like” atinge a representativi-
dade de 29,1% (52/179). Neste grupo, 11,5% (6/52) dos vírus 
foi detetado em casos vacinados.
Um terceiro per f i l constituiu 27,9% (50/179) dos vírus A(H3) 
analisados. Os vírus deste grupo contêm uma hemaglutinina 
e uma proteína da matriz 3C.2a-l ike com os restantes genes 
revelando ser “3C.2a1-like”. Os vírus provenientes de casos 
vacinados constituíram 16% (8/50) dos vírus com este per f i l 
de recombinação.
Um quarto per f i l, com uma hemaglutinina “3C.2a-like” e res-
tantes genes “3C.2a1-like”, representou apenas 4,5% (8/179) 
dos vírus analisados. Nenhum dos vírus com este per f i l foi 
detetado em casos vacinados.
Apesar das diferenças observadas quanto à proporção de 
casos de falha da vacina, não se verif icou associação estatis-
ticamente signif icativa entre as falhas da vacina e determina-
do perfil de recombinação (p=0,424).
A análise de variantes minoritárias intra-hospedeiro (iSNVs - 
intra-host single nucleotide variants) é outra mais-valia para 
a vigilância laboratorial da gripe, possibil itada pela NGS. 
Nos vírus A(H3) detetados nos 28 casos vacinados, das 
iSNVs identif icadas, apenas uma era redundante: a varian-
te G315T (M105I) do gene da nucleoproteína nos casos
EVA133 (2016/17) e EVA209 (2016/17), com frequências de 
3,21% e 11,33%, respectivamente. No entanto, esta mesma 
iSNV foi encontrada num caso não vacinado: EVA211 (2016/17) 
com uma frequência de 15,74% (figura 2 ). De referir que estes 
3 casos, apesar de a data de início da doença se ter registado 
num intervalo de 2 semanas, não timham proximidade geográ-
fica, e também pertenciam a diferentes subgrupos genéticos.
Todas as outras iSNVs identif icadas em casos vacinados sur-
giram apenas isoladamente num único vírus.
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Tabela 3: Per f is de recombinação intrasubtípica encontrados nos vírus 
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Os 179 vírus A(H3) analisados neste estudo agruparam-se 
em 5 subgrupos genéticos: 3C.2a. 3C.2a1, 3C.2a1b, 3C.2a2 
e 3C.2a3, sendo o subgrupo 3C.2a1 o mais representado du-
rante as 2 épocas de gripe. Os vírus detectados em falhas da 
vacina constituíram 15,6% dos casos. 
O conhecimento do genoma viral completo permite também 
analisar uma importante característica dos vírus da gripe – a 
recombinação entre segmentos genómicos que pode ocorrer 
quando uma célula é infectada por dois ou mais vírus da gripe. 
Foram identificados 4 perfis de recombinação intra-subtípica, 
cada um deles com uma proporção diversa de casos vacina-
dos. No entanto, as diferenças encontradas entre os diferen-
tes perfis não têm significância estatística.
Habitualmente, a população viral inerente a uma infecção pelo 
vírus da gripe é representada por uma sequência consensus 
que representa o nucleótido mais frequente para cada posição 
do genoma. Mas o que ocorre na realidade é que cada infe-
ção gera uma população geneticamente diversa de variantes 
virais, quer através de novas mutações pontuais, quer através 
da transmissão destas variantes minoritárias de hospedeiro 
para hospedeiro (8). A análise das iSNVs pode contribuir para 
a nossa compreensão da evolução e epidemiologia do vírus da 
gripe, como a transmissão entre hospedeiros, a selecção an-
tigénica ou a terapêutica antiviral. Nos casos de falha da vaci-
na apenas foi encontrada uma iSNV redundante no segmento 
que codifica a nucleoproteína, a mutação pontual G315T que 
implica a substituição de aminoácido M105I. Esta substituição 
ocorrida na nucleoproteína dos vírus A(H3) não foi anterior-
mente descrita por outros autores ou previamente associada a 
caraterísticas virais.
É possível que a baixa efetiv idade da vacina (EV=18,9%) (9) 
registada em 2016/2017, onde os vírus A(H3) constituíram 
a maioria dos vírus detetados, esteja de alguma forma rela-
cionada com a grande diversif icação genética destes vírus 
registada ao nível f i logenético e da recombinação genómica. 
A efectividade da vacina registada em 2017/2018 foi mais 
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Figura 2: Frequência e distribuição das variantes minoritárias intra-hospedeiro (≤50%) ao longo do 
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elevada (EV=63,7%) (10), mas nesta última época o vírus 
predominante em circulação per tencia ao tipo B ( l inhagem 
Yamagata), sendo que a efectividade vacinal específ ica do 
subtipo A(H3) não foi possível estimar devido ao reduzido 
número de vírus deste subtipo detetados.
Em conclusão, neste estudo, não foi encontrada uma associa-
ção entre um grupo genético, sequência nucleotídica específi-
ca, variante minoritária ou perfil de recombinação e os casos 
de falhas vacinais. Para além do estudo de fatores (genéticos 
ou imunológicos) relacionados com o hospedeiro, será ainda 
essencial enriquecer o conhecimento atual sobre o impacto da 
imunidade induzida pela vacina na diversidade da população 
viral intra- e inter-hospedeiro, nomeadamente através de estu-
dos específicos sobre dinâmica populacional do vírus da gripe 
durante o processo infecioso.
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